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ラ ッ トcarboxymethyl celluloseポ ーチに よるMRSAの 感染実験

―当院で分離されたMRSA株 の病原性と治療に関する実験的検討―
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(平成5年10月26日 受付 ・平成6年2月25日 受理)

ラ ッ トcarboxymethyl cellulose (CMC)ポ ー チ法 は,炎 症 を定量 的 に評 価 し うる点 で優

れて お り,感 染実験 モ デル として も応 用 され てい る1)。今 回,我 々 は,こ の方 法 を用 いて黄 色

ブ ドウ球 菌感 染症 に対 す る抗 生剤 の評価 を行 い,有 用 と思 わ れた ので報 告 す る。CMCポ ーチ

に よる感 染 実 験 で は,感 染 炎 症 の あ る ポー チ 内 の cefotiam (CTM), imipenem/ cilastatin

(IPMICS), vancomycin (VCM)の 濃 度 は,血 中濃 度 よ り高値 で,い ずれ の薬 剤 も移 行 は良

好で あったが,3薬 剤 の中 で は,VCMが もっ と も良好 に移行 し,か つ持続 した。 Staphyloco-

ccus amus Smith株 の感染 実験 で は,IPM/CSとVCMは,同 等 の効果 を示 した。 また,臨

床分 離MRSAに 対 して は,MICを 反映 して,VCMは 有効 で あ っ た が, IPM/CSと CTM

は,効 果 が見 られ な か った。 薬剤 感受 性 試験 で は, IPM/CSとCTMの 併 用 にお いて, IPM

0.39μg/ml, CTM 6.25μg/mlで, FIC index 0.031と,良 好 な菌 で あ るに も関 わ らず,本

実験系 で は,効 果 が認 め られ なか った。 そ の原因 として は,感 染局 所 にお いて,2種 類 の薬 剤

を,効 果 が期待 され る一定 の濃度比 とし持続 す る ことが 困難 であ るため と思わ れた。 また,今

回 の結 果 よ りMRSAの 治療 で は,早 期 よ りVCMを 使 用 すれ ば,MSSAと 同様 の 治療 効 果

が得 られ る可能性 が示 唆 され た。本 実験感 染症 モ デル は,菌 の増 殖 のみ でな く,そ れ に対 す る

生体の反応 も含 め,感 染 に対 す る抗生 剤のin vivo効 果 を評価 で きる有用 な系 であ る と考 え ら

れ た。
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ラットcarboxymethyl cellulose (CMC)ポ ーチ法は,

炎症を定量的に評価 しうる点で優れてお り鋤,感 染実験モ

デルとしても応用されている1,4)。今 回,我 々は,こ の方法

を用いて,黄 色ブ ドウ球菌感染症 に対す る抗生剤の評価 を

行い,有 用と思われたので報告する。

1. 材 料 と 方 法

1) 薬 剤

Sodium carboxymethyl cellulose (CMC―Na)

は,第 一工業 製薬(京 都,日 本)よ り購入 した。 抗生

削として は,cefotiam (CTM,武 田製 薬 よ り供 与),

lmipenern/cilastatin (IPM/CS,萬 有 製 薬 よ り 供

与), vancomycin (VCM,塩 野 義製 薬 よ り供 与)を

吏用 した。

2) 動 物

体 重90～1109のSD系SPE雄 性 ラ ッ トをチ ャ ー

ル ス ・リバ ー(厚 木,日 本)よ り購 入 し,約1週 間 の

予 備 飼 育 の 後,実 験 に使 用 し た 。

3) 使 用 菌 株

Staphylococcus aureus Smith株,お よび 新 潟 大 学

医 学 部 第 二 内 科 に て 分 離 され た methicillin - resistant

S.aureus (MRSA NK 901株)で あ る。

S.aums Smith株 のMICは, VCM 0.78μg/ml,

IPM 0.013μg/mlで あ っ た。

MRSA NK 901株 の 各 種 抗 生 剤 に 対 す る 感 受 性

(MIC)は, VCM 0.78μg/ml, IPM 25μg/ml, CTM

400μg/mlで, IPMとCTMと の 併 用 に よ り, IPM

0.39μg/ml, CTM 6.25μg/mlと 低 下 し, FIC in-

dexも0.031と 良 好 な 菌 株 で あ っ た。

4) 感 染 実験

既 報 の ラ ッ トcarboxymethyl celluloseポ ー チ に
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Fig. 1. Pouch formation and induction of 

infection in rat.

よるMRSAの 感染 実 験 で行 った1)。 す なわ ち,ラ ッ

ト背 部 の皮 毛 を電気 バ リカ ンで 除去 し,21Gの 注射

針 を ラ ッ ト背部 皮 下 に刺 入 し,8mlの 空気 を注 入 し

て,Fig.1の よ うな卵 型 の空 気嚢 を作 製 した。 翌 日,

減菌 した2%CMC-Naの 生 理 食塩 水 に,所 定 の菌 数

を含 む感 染菌 液 を混 合 した 懸濁 液4mlを 注 入 して,

感染 炎症 を惹起 した。

所定 の時間 に,エ ーテ ル麻 酔下 で ラ ッ トを脱 血死 さ

せ空 気嚢 を開放 し,浸 出液 を採 取 し,液 量,生 菌 数,

白血 球数 を測 定 した。 生菌 数 は,採 取 した浸 出液 を,

蒸留 水,生 食 水 で希 釈 し,寒 天 平板 に0.1ml塗 布 し

て培 養 後 に,生 じた コ ロニー 数 か ら生 菌 数 を算 定 し

た。

白血 球数 は,採 取 した浸 出液 を,チ ュル ク液 で希釈

して血算盤 にて計数 した。1群5匹 を用 いた。

5) 抗生剤 の投与 と濃度 の測定

抗 生 剤 は,菌 液 注入 直後 に,尾 静脈 よ り注入 した。

使用 した抗生剤 は,CTM 40mg/kg, IPM/CS 10mg/

kgとVCM 20mg/kgで,controlと して生 理食 塩水

を用い た。

所 定 の時 間 に,採 血 お よび,空 気嚢 よ り浸出液 を採

取 し,抗 生 剤の濃度 を測 定 した。1群5匹 を用 い た。

6) 抗生 剤 によ る治療効 果 の検 討

S.aureus Smith株 お よびMRSA NK 901株 を

使 用 し て感 染 実 験 を行 っ た。IPM/CS 10mg/kg静

注 群,VCM 20mg/kg静 注 群,コ ン トロー ル群 の3

群 に分 けて治療効 果 を検 討 した。

II. 成 績

1) 薬 剤濃度(Table 1)

CTM 40mg/kg静 注 後 の薬 剤 の血 中濃 度 は,1時

間後1。56μg/mlで,2時 間 後 は0.625μg/ml以 下 で

Table 1. Drug concentration

Cefoti am (μg/ml) (40mg/kg i.v.)

Imipenem/cilastatin (μg/ml) (10mg/kg i.v.)

Vancomycin (μg/ml) (20mg/kg i.v.)

あ った。 ポー チ内濃 度 は,1時 間 後6.74μg/ml, 2時

間 後1.81μg/mlで,4時 間 後 は0.625μg/ml以 下 で

あ った。

IPM/CS 10mg/kg静 注後 の 薬 剤 の血 中濃 度 は, 1

時 間 後1.05μg/mlで,2時 間後 は0.2μg/ml以 下 で

あ った。 ポーチ 内濃度 は,1時 間後7.02μg/ml, 2時

間 後1.63μg/mlで,4時 間 後 は0。2μg/ml以 下 で あ

った。

VCM 20mg/kg静 注 後 の 薬 剤 の血 中 濃度 は, 1時

間 後15.2μg/ml, 2時 間後 は3.2μg/mlで, 4時 間後

は0.6μg/ml以 下 で あ った。 ポー チ内濃 度 は, 1時 間

後20.7μg/ml, 2時 間後12.7μg/mlで, 4時 間後 は

4.32μg/mlで あった。

いずれ の薬剤 も,感 染 炎症 のあ るポー チ内への移行

は,血 中濃度 よ り高値 で 良好 で あっ たが.3剤 の中で

は,VCMが もっ とも良好 に移行 し,か つ持 続 した。

2) S.aureus Smith株 に よる感染 実験 (Tables

2, 3)

S.aureus Smith株 の2.8 × 107CFU/ratの 注入で,

control群 は,4時 間 後10.16×106 CFU, 6時 間 後

7.47 × 106CFUで あ っ た が, VCM群 は, 4時 間 後

2.58 × 106 CFU, 6時 間後0.08 × 106CFU, IPM群 は,

4時 間後2.56×106CFU,6時 間後0.81×106CFUで,

コ ン トロー ル に 比 べ 有 意 に菌 量 の 減 少 を認 めた。

VCM群 とIPM群 との間 に は,差 は認 め られなか っ

た。 また,浸 出細胞 数 に も,差 が見 られ なかった。な

お,浸 出細胞 は,好 中球が90%以 上 で あった。
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Table 2. Number of bacteria in pouch ( •~108)

Table 3. Number of infiltrated cells in pouch ( •~107)

Table 4. Number of bacteria and infiltrated cells 

4 hours after inoculation of bacteria 

in pouch ( •~ 107)

3) MRSA NK 901株 によ る感染 実験(Table4)

MRSAの9.5×107CFU/ratの 注 入 で,contro1群

は,4時 間 後4.81×107CFUで あ っ た が.VCM群

は,4時 間後1.42×107CFUで,有 意 に菌 量 の減 少

を 認 め た 。IPM群 は,4時 間 後3.90×107CFU,

CTM群 は,4時 間後4.01×107CFUで,コ ン トロー

ル と差 は認 め られ な か っ た。IPM/CSとCTMの 併

用群 も,4時 間 後3.36×107CFUと 菌 量 の減 少 は軽

度で,コ ン トロー ルに比べ,有 意差 は認 め られ なか っ

た。

III. 考 察

CMCポ ーチ を用 いた本 実験 系 に よ る我 々 の検 討 で

は,S.amus Smith株 とMRSA間 で は,生 菌 数 の

変化,浸 出細 胞 数,浸 出液量 に,有 意 差 は見 られ ず,

炎症惹起能 に差 はな い と考 えて い る1》。

本実験系 で は,い ず れの薬 剤 も,感 染 炎症 の あ るポ

ーチ内へ の移行 は
,血 中濃度 よ り高値 で良好 で あっ た

が,3剤 の中 で は,VCMが 感 染局 所 へ もっ と も良 好

に移行 し,持 続 した。

CMCポ ーチ に よるS.amus Smith株 の感 染 実験

に対 して,VCMは,IPM/CSと 同 等の効 果 が認 め ら

れ た。 臨 床 分 離MRSAに 対 し て は,MICを 反 映 し

て,VCMはSmith株 と同等 の効果 を示 した。 一 方,

IPM/CSとCTMで は,controlと 同様 に効 果 が見 ら

れ なか った。IPM/CSとCTMの 併 用 に よるin vitro

で の薬 剤感 受性 試 験 で は,被 験 菌 のMICは,IPM

0.39μg/ml,CTM 6.25μg/mlで,FIC index 0,031

と,良 好 で ある に も関わ らず,ポ ーチ内 の菌増 殖 を抑

え る効果 は認 め られ なか った。 そ の原 因 として は,感

染 局所 にお いて,2種 類 の薬剤 を,一 定 の時 間,も っ

とも有効 と考 え られ る一定 の濃度 比 とす る こ とが困難

で あ るため と思 われ た。

MRSAに 対 す る治療 で は,併 用療 法 は,臨 床 的 に

十 分 な効 果 が期 待 され るほ どで はな か った 。一 方,

VCMは,MSSAに お いて,も っ と も有 効 と思 わ れ

るIPM/CSと 同様 の効 果 を示 す と ともに,MRSAに

お いて もMSSAと 同様 の効 果 を示 した こ とか ら,臨

床 的 に も十 分 な効 果 が期 待 で きる。MRSA感 染症 に

対 して は,早 期 にVCMを 使 用 す る こ とで,MSSA

同様 の有効性 が得 られ る可能 性が 示唆 され た。 この こ

とは,他 の感 染 実験 で も示 され てい る5)。

また,本 実験 感 染症 モ デル は,菌の 増 殖 の みで な

く,そ れ に対 す る生体 の反応 も含 め,感 染 に対 す る抗

生剤 のin vivo効 果 を評 価 で きる有 用 な系 であ る と考

えられた。

本 論文 の要 旨 は,第40回 日本感 染 症学 会 東 日本 地

方会 総会,第38回 日本 化 学療 法学 会 東 日本 支部 総会

合 同 学会 お よび第39回 日本化 学療 法 学会 総 会 に おい

て発表 した。
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Experimental infection with MRSA in rat carboxymethyl cellulose pouch: 

an experimental study on the pathogenicity of MRSA 

and the treatment of MRSA infection 
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The rat carboxymethyl cellulose (CMC) pouch, which has the advantage of allowing 

quantitative evaluation of inflammation, is utilized as an experimental model of infection. 

We used this model in the assessment of antibiotics against infections with Staphylococcus 

aureus, and obtained some valuable data. In the CMC pouch with inflammation due to an 

infection, cefotiam, imipenem/cilastatin and vancomycin attained a higher concentration than 

the blood concentration, which indicated that all drugs were absorbed well into the pouch. 

Of the three drugs, vancomycin (VCM) attained the highest pouch concentration relative to 

its blood level and stayed the longest. In the pouch infected with Staphylococcus aureus Smith, 

imipenem/cilastatin (IPM/CS) and VCM were equally effective. In that infected with 

clinically isolated methicillin-resistant S. aureus, VCM was effective, reflecting its minimal 

inhibitory concentration, while IPM/CS and cefotiam (CTM) produced no effect. The 

combination of 0.39ƒÊg of IPM/CS per ml and 6.25ƒÊg CTM per ml, while providing good 

results with fractional inhibitory concentration index at 0.031 in the drug sensitivity test, did 

not produce an appreciable effect in the present experimental system. This is probably 

because it was difficult to maintain the two drugs constantly in such a ratio of concentration 

as promised a favorable effect, in the local region. Our results also suggest that, in the 

treatment of MRSA infections, the early use of VCM might produce a therapeutic effect 

comparable to that against methicillin-sensitive S. aureus. The present experimental model of 

infection seemed useful as it allows evaluation not only of the effect against the growth of 

organisms but the effect on the response of the host as well, that is, it allows evaluation of 

the in vivo effect of the antibiotic.


